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ABSTRAKT 
Sekundární struktura RNA hraje roli v mnoha biologických procesech. Efektivní predikce této 
struktury může poskytnout informace pro další zkoumání těchto procesů.  V současnosti 
existuje mnoho dostupných programů pro predikci sekundární struktury RNA, některé pracují 
s jednou sekvencí RNA, jiné využívají více zarovnaných sekvencí organismů se společným 
předkem. U většiny metod jsou stále problémem pseudouzly. Tato práce představuje některé 
metody, veřejně dostupný software a popisuje vlastní realizaci metody minimalizace volné 
energie. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
RNA, predikce sekundární struktury, mfold, RNAfold, Sfold, Nussinov-Jacobson, Zuker, 
minimalizace volné energie 
 
 
 
ABSTRACT 
RNA secondary structure is very important in many biological processes. Efficient structure 
prediction can give information for experimental investigations of these processes. Many 
available programs for secondary structure prediction exist. Some of them use single 
sequence, the others use more related sequences. Pseudoknots are still problematic for most 
methods. This work presents several methods and publicly available software and 
the implementation of minimum free energy method is described. 
KEYWORDS 
RNA, secondary structure prediction, mfold, RNAfold, Sfold, Nussinov-Jacobson, Zuker, free 
energy minimization 
  
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BIBLIOGRAFICKÁ CITACE 
KLÍMOVÁ, M. Predikce sekundární struktury RNA sekvencí. Brno: Vysoké učení technické 
v Brně, Fakulta elektrotechniky a komunikačních technologií, 2015. 72 s. Vedoucí diplomové 
práce Ing. Denisa Maděránková.  
3 
 
 
PROHLÁŠENÍ 
Prohlašuji, že svoji diplomovou práci na téma Predikce sekundární struktury RNA jsem 
vypracovala samostatně pod vedením vedoucího semestrálního projektu a s použitím odborné 
literatury a dalších informačních zdrojů, které jsou všechny citovány v práci a uvedeny 
v seznamu literatury na konci práce.  
 
Jako autor uvedené semestrální práce dále prohlašuji, že v souvislosti s vytvořením této práce 
jsem neporušila autorská práva třetích osob, zejména jsem nezasáhla nedovoleným způsobem 
do cizích autorských práv osobnostních a jsem si plně vědoma následků porušení ustanovení 
§ 11 a následujících autorského zákona č.121/2000 Sb., včetně možných trestněprávních 
důsledků vyplývajících z ustanovení části druhé, hlavy VI. díl 4 Trestního zákoníku 
č. 40/2009Sb. 
 
 
V Brně dne  21. 5. 2015                                                               .................................... 
         (podpis autora) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PODĚKOVÁNÍ 
Děkuji vedoucí diplomové práce Ing. Denise Maděránkové za metodickou, pedagogickou 
a odbornou pomoc a další cenné rady při zpracování mé diplomové práce. 
  
4 
 
OBSAH 
OBSAH ...................................................................................................................................4 
SEZNAM OBRÁZKŮ...........................................................................................................7 
SEZNAM TABULEK ...........................................................................................................9 
ÚVOD ...................................................................................................................................10 
1 Ribonukleové kyseliny .................................................................................................11 
1.1 RNA .......................................................................................................................11 
1.2 Typy RNA .............................................................................................................13 
1.2.1 mRNA ........................................................................................................13 
1.2.2 tRNA ..........................................................................................................17 
1.2.3 rRNA..........................................................................................................18 
1.2.4 miRNA.......................................................................................................18 
1.2.5 snRNA .......................................................................................................18 
1.3 Sekundární struktura RNA ...................................................................................18 
2 Určení sekundární struktury RNA...............................................................................20 
2.1 Rentgenová krystalografie ...................................................................................20 
2.2 Nukleární magnetická rezonance (NMR) ...........................................................22 
2.3 Kryoelektronová mikroskopie .............................................................................24 
2.4 Cirkulární dichroismus (CD) ...............................................................................24 
3 Metody predikce sekundární struktury RNA..............................................................25 
3.1 Maximalizace počtu bázových párů ....................................................................25 
3.1.1 Nussinov-Jacobson algoritmus ................................................................25 
3.2 Minimalizace volné energie .................................................................................26 
3.2.1 Zukerův algoritmus ...................................................................................26 
3.3 Komparativní metody ...........................................................................................29 
3.3.1 RNAalifold ................................................................................................29 
3.3.2 Pfold ...........................................................................................................30 
3.3.3 ILM ............................................................................................................30 
3.3.4 Sankoff.......................................................................................................31 
3.3.5 Foldalign ....................................................................................................31 
5 
 
3.3.6 Dynalign ....................................................................................................31 
3.3.7 Carnac ........................................................................................................31 
3.3.8 MARNA ....................................................................................................32 
4 Veřejně dostupné nástroje pro predikci sekundární struktury RNA .........................33 
4.1 Formát FASTA .....................................................................................................33 
4.2 Mfold web server ..................................................................................................34 
4.3 RNAfold WebServer ............................................................................................35 
4.4 Sfold.......................................................................................................................36 
4.5 Srovnání výsledků mfold, RNAfold a Sfold .......................................................37 
4.5.1 Trna 5 – escherichia coli...........................................................................37 
4.5.2 HIV 1 RNA ...............................................................................................39 
4.5.3 rRNA – kladivový ribozym (neznámý organismus) ...............................41 
4.5.4 tRNA 2 - SACCHAROMYCES CEREVISAE ......................................43 
4.5.5 5S rRNA – doména s vlásenkou (neznámý organismus) .......................45 
4.6 Vyhodnocení programů ........................................................................................47 
5 Popis realizovaného řešení algoritmem podle Zukera ...............................................48 
5.1 Pseudokód .............................................................................................................48 
5.2 Vývojový diagram ................................................................................................54 
6 Srovnání výsledků ........................................................................................................58 
6.1 Volné energie struktur ..........................................................................................58 
6.2 Shoda párů bází .....................................................................................................59 
6.3 Grafické znázornění ..............................................................................................62 
6.3.1 tRNA 5.......................................................................................................62 
6.3.2 HIV 1 RNA ...............................................................................................62 
6.3.3 rRNA – kladivový ribozom ......................................................................63 
6.3.4 tRNA 2.......................................................................................................63 
6.3.5 5S rRNA doména ......................................................................................64 
7 Závěr..............................................................................................................................65 
SEZNAM LITERATURY...................................................................................................67 
SEZNAM ZKRATEK .........................................................................................................70 
6 
 
SEZNAM PŘÍLOH ..............................................................................................................71 
Příloha A: Seznam testovacích sekvencí .....................................................................72 
Příloha B: Výpisy párů bází z programu ProgramRNA .............................................73 
Příloha C: Popis programů ...........................................................................................77 
Příloha D: Obsah přiloženého CD ...............................................................................78 
 
  
7 
 
SEZNAM OBRÁZKŮ 
Obrázek 1.1: Nukleotidy RNA ..................................................................................................... 11 
Obrázek 1.2: Primární struktura RNA (převzato z [4]) .............................................................. 12 
Obrázek 1.3: Transkripce (převzato z [6]) .................................................................................. 13 
Obrázek 1.4: Splicing mRNA po transkripci .............................................................................. 14 
Obrázek 1.5: Translace (převzato z [7]) ...................................................................................... 15 
Obrázek 1.6: Molekula tRNA. Znaky m a p  u bází znamenají, že jsou báze modifikovány. 
(převzato z [8]) .......................................................................................................... 17 
Obrázek 1.7: Motivy sekundární struktury RNA ........................................................................ 19 
Obrázek 2.1: Schéma RTG difraktometru ................................................................................... 20 
Obrázek 2.2: Ukázka difrakčního vzorce na detektoru, (převzato z [19]) ................................ 21 
Obrázek 2.3: 13C NMR spektrum, poloha píků uhlíků je ovlivněna okolními atomy. 
Deuterovaný chloroform (CDCl3) je rozpouštědlo, (převzato z [21]) ................... 23 
Obrázek 2.4: Srovnání RTG krystalografie (červeně) a NMR spektroskopie (zeleně) lidského 
proteinu thioredoxinu, (převzato z [22]) .................................................................. 23 
Obrázek 2.5: Pravotočivě cirkulárně polarizované světlo, šipky vyznačují směr a velikost 
vektoru elektrického pole, (převzato z [24])............................................................ 24 
Obrázek 3.1: Definice pravidel SCFG pro predikci sekundární struktury RNA 
(převzato z [34]) ........................................................................................................ 30 
Obrázek 4.1: Rozhraní webového serveru mfold........................................................................ 34 
Obrázek 4.2: Rozhraní webového serveru RNAfold .................................................................. 35 
Obrázek 4.3: Rozhraní webového serveru Sfold, modul Srna pro skládání RNA .................... 36 
Obrázek 4.4: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) .................. 37 
Obrázek 4.5: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -25,70 kcal/mol...................... 37 
Obrázek 4.6: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -23,60 kcal/mol ................ 38 
Obrázek 4.7: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -28,50 kcal/mol....................... 38 
Obrázek 4.8: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) .................. 39 
Obrázek 4.9: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -8,70 kcal/mol ........................ 39 
Obrázek 4.10: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -8,80 kcal/mol ................ 40 
Obrázek 4.11: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -8,70 kcal/mol....................... 40 
Obrázek 4.12: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) ................ 41 
Obrázek 4.13: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -12,20 kcal/mol.................... 41 
Obrázek 4.14: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -10,60 kcal/mol .............. 42 
Obrázek 4.15: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -12,20 kcal/mol .................... 42 
Obrázek 4.16: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) ................ 43 
Obrázek 4.17: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -22,30 kcal/mol.................... 43 
8 
 
Obrázek 4.18: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -21,40 kcal/mol .............. 44 
Obrázek 4.19: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -126,30 kcal/mol .................. 44 
Obrázek 4.20: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) ................ 45 
Obrázek 4.21: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -57,40 kcal/mol.................... 45 
Obrázek 4.22: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -13,20  kcal/mol ............. 46 
Obrázek 4.23: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -14,90 kcal/mol .................... 46 
Obrázek 5.1: Vývojový diagram - funkce v pro výpočet matice V ........................................... 54 
Obrázek 5.2: Vývojový diagram - funkce w pro výpočet matice W ......................................... 55 
Obrázek 5.3: Vývojový diagram – Zpětné procházení matic..................................................... 56 
Obrázek 5.4: Vývojový diagram – hlavní program .................................................................... 57 
Obrázek 6.1: Sekundární struktura tRNA 5 – výsledek ProgramRNA ..................................... 62 
Obrázek 6.2: Sekundární struktura HIV 1 RNA – výsledek ProgramRNA .............................. 62 
Obrázek 6.3: Sekundární struktura rRNA  – výsledek ProgramRNA ....................................... 63 
Obrázek 6.4: Sekundární struktura tRNA 2 – výsledek ProgramRNA ..................................... 63 
Obrázek 6.5: Sekundární struktura 5S rRNA domény – výsledek ProgramRNA .................... 64 
  
9 
 
SEZNAM TABULEK 
Tabulka 1.1: Typy RNA-polymeráz u eukaryot ......................................................................... 14 
Tabulka 1.2: Přehled kodonů........................................................................................................ 16 
Tabulka 3.1: Změny volné energie párových bází při 37 °C [kcal/mol] [29] [30] ................... 27 
Tabulka 3.2: Změny volné energie pro mismatch bází při 37 °C [kcal/mol] [31] .................... 27 
Tabulka 3.3: Změny volné energie smyček při 37 °C [kcal/mol] [29] [30] .............................. 27 
Tabulka 4.1: Hodnoty volných energií struktur RNA pro různé metody [kcal/mol] ............... 47 
Tabulka 6.1: Srovnání hodnot volných energií porovnávaných metod [kcal/mol] .................. 58 
Tabulka 6.2: Shoda párů bází sekvence tRNA 05 mezi programy a originální strukturou [%]
 .................................................................................................................................... 59 
Tabulka 6.3: Shoda párů bází sekvence HIV 1 RNA mezi programy a originální strukturou 
[%] .............................................................................................................................. 59 
Tabulka 6.4: Shoda párů bází sekvence rRNA mezi programy a originální strukturou [%] ... 59 
Tabulka 6.5: Shoda párů bází sekvence tRNA 2 mezi programy a originální strukturou [%]. 60 
Tabulka 6.6: Shoda párů bází sekvence domény 5S rRNA mezi programy a originální 
strukturou [%] ............................................................................................................ 60 
Tabulka 6.7: Průměrná shoda párů bází mezi metodami [%] .................................................... 61 
Tabulka B.1: Sekvence 1 – tRNA 5 ............................................................................................. 73 
Tabulka B.2: Sekvence 2 – HIV 1 RNA ..................................................................................... 74 
Tabulka B.3: Sekvence 3 – rRNA – kladivový ribozym ............................................................ 74 
Tabulka B.4: Sekvence 4 – tRNA 2 ............................................................................................. 75 
Tabulka B.5: Sekvence 5 – 5S rRNA doména ............................................................................ 76 
 
  
10 
 
ÚVOD 
Ribonukleová kyselina je jedna z nejdůležitějších látek v buňce. Jejím prostřednictvím 
se genetická informace uložená v DNA dostane ven z jádra do ribozomů. Tam je poté 
přeložena a vzniká polypeptidový řetězec. Samotné ribozomy jsou z velké části tvořeny 
ribozomální RNA, pro transport aminokyselin z cytoplasmy do ribozomů je rovněž nutná 
RNA. Je znám enzymatický účinek RNA a pro některé organismy (RNA viry) je dokonce 
nositelem genetické informace. Pro tyto její vlastnosti se objevují teorie, že RNA předcházela 
složité DNA ve funkci nositele genetické informace.  
S rostoucím povědomím o funkci RNA vzrostl také zájem o poznání její struktury. 
Sekundární struktura RNA hraje roli v mnoha biologických procesech. Efektivní predikce 
této struktury může poskytnout informace pro další zkoumání těchto procesů.  Proto bylo 
vyvinuto mnoho dostupných programů pro predikci sekundární struktury RNA, některé 
pracují s jednou sekvencí RNA, jiné využívají více zarovnaných sekvencí organismů 
se společným předkem.  
Teoretická část této práce je věnována chemickému složení RNA, funkčním typům 
RNA, sekundární struktuře této nukleové kyseliny a laboratorním metodám k jejímu určení. 
Dále jsou popsány některé principy a metody zjištění sekundární struktury RNA. Tři veřejně 
dostupné programy jsou popsány a porovnány na pěti různých sekvencích RNA se známou 
sekundární strukturou. Dále je pseudokódem a vývojovým diagramem popsán algoritmus, 
který byl implementován v prostředí Matlab. Výsledky jsou porovnány s veřejně dostupnými 
programy a v závěru práce je implementovaný algoritmus vyhodnocen. 
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1 RIBONUKLEOVÉ KYSELINY 
1.1 RNA 
Kyselina ribonukleová, neboli RNA, je lineární biopolymer. Z chemického hlediska se jedná 
o polynukleotid. Skládá se ze čtyř typů nukleotidů spojených navzájem fosfodiesterovými 
vazbami mezi uhlíky 5  ´a 3´. Nukleotid RNA je tvořen sacharidem s pěti uhlíky, na nějž jsou 
navázány dusíkatá báze a fosfátová skupina. U ribonukleových kyselin je sacharidem 
D ribosa, dusíkaté báze obsažené v řetězci jsou pak adenin (A), guanin (G), cytosin (C) 
a uracil (U), viz Obrázek 1.1. [1] [2] [3] 
 
 
Obrázek 1.1: Nukleotidy RNA  
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V některých druzích RNA se vyskytují také různě modifikované báze (methylované, 
hydrogenované). Stejně jako u DNA, i báze RNA se mohou párovat. Párující, tedy 
komplementární, báze jsou A-U a C-G. Kostra řetězce je tvořena sacharidy a fosfáty, které 
jsou spojeny kovalentními vazbami. V řetězci se tak střídají části cukr-fosfát. Protože je toto 
spojování řetězce polární, je konvenčně jeden konec řetězce označován jako 5  ´ (končí 
fosfátovou skupinou) a druhý jako 3  ´konec (končí  skupinou –OH sacharidu), viz Obrázek 
1.22. Na rozdíl od DNA je molekula RNA pouze jednořetězcová. Na základě párování bází 
se může sbalit do různých tvarů podobně jako proteiny. [1] [2] [3] 
 
 
Obrázek 1.2: Primární struktura RNA (převzato z [4]) 
 
 RNA byla objevena v roce 1872 švýcarským biochemikem F. Miescherem. Název 
nukleových kyselin byl odvozen od jádra (nucleus = lat. jádro) a značí, že se tyto látky v jádře 
buňky vyskytují ve velkém množství. Větší obsah RNA je však v cytoplasmě.  [2] [5] 
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1.2 Typy RNA 
RNA má v živých organismech několik funkcí. Například přenos informace z DNA 
do proteinu, kde RNA působí jako matrice pro tvorbu bílkoviny. Během proteosyntézy 
zajišťuje transport aminokyselin. Dále má strukturní a katalytickou funkci. U některých virů 
může být RNA nosičem genetické informace místo DNA. Molekulová hmotnost M molekuly 
RNA závisí na počtu nukleotidů. Pohybuje se řádově v desítkách až stovkách tisíc.  Existují 
tři hlavní funkční typy RNA: mRNA (M 100 000 – 500 000), tRNA (M ~ 26 000) a rRNA 
(M 60 000 – 120 000). Pro charakterizaci typů RNA se používá sedimentační konstanta 
S (Svedbergova jednotka).  [2] [3] 
1.2.1 mRNA 
Mediátorová RNA (messenger RNA) vzniká transkripcí DNA v jádře. Její úlohou je translace, 
tedy vznik proteinu podle genové matrice z DNA. Většinou má krátkou životnost, která 
souvisí s její bioinformační funkcí. Typická doba rozkladu mRNA jsou 3 minuty. Existují 
však i výjimky s dobou rozkladu okolo 30 minut. Velikost mRNA závisí na velikosti 
polypeptidového řetězce, který má podle ní být syntetizován v ribozomech. Některé mRNA 
mohou přepisovat i několik genů. Obsahují tak informace pro syntézu několika bílkovinných 
řetězců. [1] [2]  
 
 
Obrázek 1.3: Transkripce (převzato z [6]) 
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 K syntéze mRNA (Obrázek 1.3) je potřebný templát DNA, transkripční faktory 
a enzym RNA-polymeráza (transkriptáza). U eukaryotních buněk se vyskytují tři typy RNA 
polymeráz, které jsou uvedeny v Tabulka 1.1. Enzym katalyzuje řazení odpovídajících 
ribonukleotidů a vznik polynukleotidového řetězce RNA. [2] 
 
Tabulka 1.1: Typy RNA-polymeráz u eukaryot 
Označení Lokalizace Produkt 
RNA-polymeráza I Jadérko pre-rRNA 
RNA-polymeráza II Jádro pre-mRNA 
RNA-polymeráza II Jádro pre-tRNA, 5S rRNA 
 
Transkripční faktory se vážou na RNA-polymerázu a na promotor. Promotor 
je 30 až 40 nukleotidů krátký specifický úsek DNA, který označuje začátek genu. Tento úsek 
RNA-polymeráza dokáže rozpoznat. Díky tomu je transkribován správný gen. Promotor 
má větší obsah párů AT, což umožňuje toto místo snadněji denaturovat. Při denaturaci 
je rozvolněna dvojitá šroubovice DNA, a tím je umožněna transkripce. Nový řetězec RNA 
vzniká rychlostí 40-50 nukleotidů za sekundu a vzniká ve směru od 5  ´ konce k 3´ konci 
vytvořením fosfodiesterových vazeb mezi sousedními ribonukleotidy. Syntéza je ukončena 
v okamžiku, kdy se za poslední exon naváže sekvence opakujících se adeninových bází. [2]  
 
 
Obrázek 1.4: Splicing mRNA po transkripci 
 
 Už během transkripce bývá nově vznikající molekula RNA upravována.  Transkriptu 
je přidána čepička na 5´ konec. Čepičkou je guaninový nukleotid s methylovou skupinou. 
Na 3´ konci většinou dochází k polyadenylaci, tedy přidání sekvence obsahující pouze 
adeniny. Tato sekvence je nazývána poly-A konec a obvykle je několik stovek nukleotidů 
dlouhá. Zároveň je přidání poly-A konce signálem pro terminaci transkripce. mRNA ihned 
po transkripci však obsahuje kromě kódujících nukleotidů také velké množství částí sekvence, 
které nekódují protein, intronů. Ihned po terminaci je tento primární transkript upraven 
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a introny jsou z něj vystříhány (splicing), viz Obrázek 1.4. Posttranskripční úpravy 
pravděpodobně stabilizují molekulu mRNA před přenosem z jádra do cytoplasmy. [1] [2]  
 
 
Obrázek 1.5: Translace (převzato z [7])  
 
Upravená funkční mRNA opouští jadernými póry jádro a v cytoplazmě se na ni vážou 
ribozomy. Ribozomy jsou velké ribonukleoproteinové částice, v nichž dochází k translaci. 
Skládají se ze dvou částí, větší a menší ribozomální jednotky (60S a 40S). Ribosomy nasedají 
na začátek mRNA a pohybují se směrem k jejímu 3  ´ konci za současné syntézy proteinu. 
Nukleotidová sekvence mRNA je čtena po trojicích (kodonech). Každý kodon má přiřazenu 
jednu aminokyselinu. Celkem je 64 kodonů, aminokyselin je však jen 20. Proto jsou některé 
aminokyseliny kódovány více kodony. Tři kodony nekódují žádnou aminokyselinu, jedná 
se o terminační kodony. Jsou to triplety UAA, UGA a UAG. Kodon AUG kóduje methionin 
a je to zároveň iniciační kodon. Tabulka 1.2 zahrnuje přehled všech kodonů. [2]  
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Tabulka 1.2: Přehled kodonů 
UUU 
UUC 
UUA 
UUG 
fenylalanin UCU 
UCC 
UCA 
UCG 
serin 
UAU 
UAC 
UAA 
UAG 
tyrosin UGU 
UGC 
UGA 
UGG 
cystein 
leucin STOP 
STOP 
tryptofan 
CUU 
CUC 
CUA 
CUG 
leucin 
CCU 
CCC 
CCA 
CCG 
prolin 
CAU 
CAC 
CAA 
CAG 
histidin CGU 
CGC 
CGA 
CGG 
arginin 
glutamin 
AUU 
AUC 
AUA 
AUG 
isoleucin 
ACU 
ACC 
ACA 
ACG 
treonin 
AAU 
AAC 
AAA 
AAG 
asparagin AGU 
AGC 
AGA 
AGG 
serin 
lysin arginin 
methionin 
GUU 
GUC 
GUA 
GUG 
valin 
GCU 
GCC 
GCA 
GCG 
alanin 
GAU 
GAC 
GAA 
GAG 
kyselina 
asparagová 
GGU 
GGC 
GGA 
GGG 
glycin 
kyselina 
glutamová 
 
 
Proteosyntéza probíhá ve třech stupních: inicializace, elongace a terminace. Iniciace 
je zahájena vytvořením komplexu z ribozomálních jednotek, tRNA s navázanou 
aminokyselinou (methionin), mRNA, iniciačních faktorů a GTP. Poté vstoupí do ribozomu 
další tRNA nesoucí aminokyselinu. Methionin se spojí peptidovou vazbou s následující 
aminokyselinou, tRNA, která nesla methionin, se odpojí a ribozom se posune po mRNA 
o jeden kodon. Tím se opět vytvoří místo, na které se naváže komplementární tRNA 
s následující aminokyselinou. Obrázek 1.5 znázorňuje princip translace. Když se v řetězci 
mRNA objeví některý z terminačních kodonů, dojde k uvolnění kompletního 
polypeptidového řetězce z vazby s poslední molekulou tRNA. [2] [3] 
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1.2.2 tRNA 
Transferová RNA představuje nejmenší typ RNA, má délku několik desítek nukleotidů. Hraje 
důležitou roli při procesu translace - proteosyntéze. Působí jako adaptor, který vybírá správné 
aminokyseliny a umisťuje je do správného místa na ribozomu tak, aby mohly být začleněny 
do rostoucího aminokyselinového řetězce. V každé buňce je minimálně 20 různých tRNA, 
tj. nejméně jedna pro každou aminokyselinu. Molekula tRNA připomíná tvar trojlístku, 
jak ukazuje Obrázek 1.6. Na 3´ konec molekuly tRNA se váže přenášená aminokyselina. 
V jedné ze smyček se nachází specifický triplet, antikodon. Ten se váže komplementárně 
ke kodonu mRNA. tRNA má ve svém řetězci také methylované a hydrogenované báze. 
Modifikované báze mají ochrannou nebo regulační funkci. [1] [3] 
 
Obrázek 1.6: Molekula tRNA. Znaky m a p  u bází znamenají, že jsou báze modifikovány. 
(převzato z [8]) 
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1.2.3 rRNA 
Ribosomální RNA patří k nejrozšířenějším ribonukleovým kyselinám v buňce, tvoří 
až 80 % všech RNA. Vyskytuje se v několika typech, které se od sebe liší velikostí i složením 
bází. U člověka se vyskytuje 5S, 5,8S, 18S, 28S a 40S rRNA. Ribosomální RNA je spolu 
s ribozomálními proteiny součástí podjednotek ribozomů, na jejichž povrchu probíhá 
translace. Vzniká z DNA za pomoci enzymu RNA-polymeráza I. Místo tvorby rRNA 
je v jadérku, kde se nacházejí geny kódující rRNA. Geny pro RNA jsou používány jako 
markery pro mapování evoluční historie a pro identifikaci druhů podle sekvenčních dat. 
Mezidruhové odlišnosti v primární struktuře rRNA nemusí mít vliv na funkci a terciární 
strukturu. Různé, navzájem si odpovídající, sekvence rRNA dvou organismů tedy velice často 
mají stejnou funkci i prostorové uspořádání.  [1]  [3] [9] 
1.2.4 miRNA 
Mikro RNA je jednořetězcová RNA o délce přibližně 22 nukleotidů. Vyskytuje se v jádře 
buňky. Její funkce není kódování informace o proteinu, ale regulace genové exprese na úrovni 
posttranskripčních úprav mRNA. miRNA jsou v DNA kódovány na několika místech, 
aby mohlo být transkribováno více molekul miRNA současně. Regulují tvorbu proteinů 
navázáním se na mRNA, což způsobuje supresi proteosyntézy nebo rozklad mRNA. [10] 
1.2.5 snRNA 
Malá nukleární RNA se vyskytuje v jádře buňky. Účastní se sestřihu RNA po transkripci 
a jiných dějů spojených s úpravou RNA. Spojením snRNA s proteiny vznikají snRNPs 
(snurps), které tvoří spliceosomy. Spliceosomy vystřihují introny z nově vzniklé mRNA. [11] 
1.3 Sekundární struktura RNA 
Jak už bylo zmíněno, RNA je jednořetězcový polynukleotid. Po svém vzniku však v buňce 
nezůstává lineární, ale velice rychle se sbalí do stabilnějšího uspořádání. Sbalení molekuly 
probíhá párováním bází jedné části řetězce s komplementárními bázemi z jiné  části řetězce. 
Všechny možné páry bází však molekule nepřinesou stejnou stabilitu. Vznik vazby C-G 
stabilizuje molekulu více než vznik vazby A-U. Předpokládá se, že molekula zaujme takové 
uspořádání, které bude nejvíce stabilní. Toto uspořádání je model s nejnižší energií. Stabilní 
struktura RNA má vždy negativní hodnotu energie (např. -70 kcal/mol). K tomu, 
aby se rozbalila, je potřeba dodat energii (například ve formě tepla). [12] [13] 
 Párováním částí řetězců RNA vznikají různé motivy. Nejjednoduššími motivy jsou 
jednoduchý řetězec (jedno vlákno nukleotidů) a dvojřetězec (dvě komplementární vlákna 
nukleotidů). Mezi komplementárními oblastmi často bývá nekomplementární část řetězce, 
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která vytvoří smyčku. Úseky s dvojitým řetězcem a smyčkou na konci se nazývají vlásenky 
(hairpins). Smyčka však může být vytvořena také uprostřed dvojřetězce. Důvodem je jeden 
nebo několik nukleotidů, které nejsou navzájem komplementární. Smyčka může být 
jen na jedné straně řetězce, nebo na obou. V místě, kde se potkává několik dvojřetězců, 
vznikají kříženi. Výsledná sekundární struktura molekuly RNA je tvořena souborem těchto 
motivů. Všechny motivy, vyskytující se v sekundární struktuře RNA, jsou znázorněny 
na Obrázek 1.7 [14] 
 
 
Obrázek 1.7: Motivy sekundární struktury RNA  
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2 URČENÍ SEKUNDÁRNÍ STRUKTURY 
RNA 
2.1 Rentgenová krystalografie 
Rentgenová krystalografie je metoda určování struktury látek.  Využívá k tomu difrakce 
rentgenových paprsků na monokrystalu látky. Detektor snímá místa dopadu odražených 
paprsků. Podle intenzit a úhlů jednotlivých difrakcí se stanovují upřesněné pozice 
jednotlivých atomů a jejich teplotně-vibrační parametry. Poté může být vytvořen model látky. 
Používá se zejména pro malé organické a anorganické látky, které tvoří krystaly. Při použití 
pro velké organické látky, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny, je nutné tyto látky převést 
do krystalické podoby. Příprava vhodných vzorků je časově náročná, protože je potřeba získat 
čisté a měřitelné monokrystaly. [15] [16] [17] 
 
 
Obrázek 2.1: Schéma RTG difraktometru 
 
 Krystalizace makromolekul se provádí ve vodných roztocích, výsledný krystal 
je v rovnováze s roztokem a zhruba polovina jeho objemu je tvořena kanály obsahujícími 
neuspořádané rozpouštědlo. Pro zvýšení intenzity difrakce se používají intenzivnější zdroje 
rentgenového záření, jako rotační anoda nebo zdroj synchrotronového záření. Měření 
se provádějí při teplotě mezi 100 – 150 K,  aby nedošlo k radiačnímu poškození monokrystalů 
a pro potlačení teplotně-vibračního pohybu atomů. Chlazení je řešeno většinou pomocí 
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kapalného dusíku. Odražené paprsky jsou snímány na detektoru, kterým může být scintilátor 
s CCD panelem nebo polovodičové detektory. Obrázek 2.1 zachycuje schéma přístroje, 
ve kterém probíhá experiment, RTG difraktometru.  [15] [17] [18]  
 
 
Obrázek 2.2: Ukázka difrakčního vzorce na detektoru, (převzato z [19]) 
 
Pro výpočet map distribuce jsou důležité informace o intenzitě difrakcí a fázových 
úhlech (fázích) difraktovaných paprsků. Údaje o fázích však nejsou z RTG krystalografického 
experimentu dostupné. Tento fázový problém se však dá řešit ze souboru naměřených intenzit 
přímými metodami – pomocí vztahů založených na statistice, nerovnosti a pravděpodobnosti. 
Na základě těchto vztahů je vybráno nejvíce pravděpodobné fázování, které se poté využije 
pro určení pozic atomů a vytvoření výsledného modelu. Pro použití přímých metod jsou nutné 
znalosti o symetrii a geometrii krystalové struktury, sumárním chemickém složení a určitém 
typickém rozložení elektronové hustoty v prostoru.  [15] [16] [18] 
Měřítkem kvality získaného modelu je R-faktor. Ten porovnává, jak dobře 
se simulovaný difrakční vzor vytvořeného modelu shoduje s experimentálně pozorovaným 
difrakčním obrazem. Udává se v procentech. Čím nižší má R-faktor hodnotu, tím větší 
je shoda. [15] [16] [18] 
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2.2 Nukleární magnetická rezonance (NMR) 
Nukleární magnetická rezonance je analytická metoda poskytující informace o struktuře látek. 
NMR je založená na analýze magnetických momentů atomových jader. Jádra díky 
elektrickému náboji a spinovému pohybu vytváří vlastní magnetický moment.  U jader 
se sudým nukleonovým číslem se magnetické momenty spárovaných protonů a neutronů 
vzájemně vyruší, jsou tedy nulové. Proto lze magnetickou rezonanci pozorovat u jader 
s lichými nukleonovými čísly, v biochemii se využívá především 1H, 13C, 15N a 31P. [20] 
Za normálních okolností jsou směry spinů a magnetických momentů jednotlivých 
jader nahodilé a navenek látka nevykazuje žádné magnetické vlastnosti. Při umístění 
do silného magnetického pole (magnetická indukce B v řádech několika Tesla) se magnetické 
momenty jednotlivých jader zorientují do směru vektoru magnetické indukce vnějšího 
magnetického pole. Takto silné magnetické pole je většinou realizováno pomocí 
supravodivého elektromagnetu, který musí být trvale chlazen kapalným héliem. Pokud 
je pomocí další cívky do látky vyslán krátký elektromagnetický signál o určité frekvenci, 
vychýlí se dočasně směr magnetického momentu jádra ze směru daného B vnějšího 
magnetického pole. Jádro bude osou svého magnetického momentu rotovat kolem směru B, 
bude vykonávat precesní pohyb Larmorovou frekvencí. Přitom bude vyzařovat 
elektromagnetické vlny, dokud se po spirále nevrátí zpět do směru B. Frekvence vyzářených 
elektromagnetických vln je rovna Larmorově frekvenci a je dána vztahem dole, 
𝑓𝑓 = 1
2𝜋𝜋
∙ 𝛾𝛾𝐵𝐵0     2.1 
kde B0 je magnetická indukce vnějšího pole a γ je gyromagnetický moment jádra. Frekvence 
vyzářeného signálu tedy závisí na magnetickém poli a na druhu jádra.  [20] 
 Při NMR spektroskopii se zvyšuje frekvence budícího elektromagnetického signálu, 
který je vysílán cívkou ve vysílacím režimu. Poté nastane přepnutí do přijímacího režimu 
a měří se intenzita signálu vysílaného vzorkem. Frekvence, při níž nastává rezonanční 
maximum, určuje druh jádra. Intenzita rezonančního maxima určuje koncentraci příslušných 
atomů ve vzorku. Všechna jádra jednoho isotopu ve stejném magnetickém poli by měla 
rezonovat při stejné frekvenci. Pokud jsou atomy těchto jader součástí chemických sloučenin, 
mají různé rozložení elektronů v jejich okolí, což způsobuje elektromagnetické stínění jader. 
Efektivní magnetické pole pak není B0, ale B. Rozdíl mezi nimi je dán vztahem dole. [20] 
𝐵𝐵0 = 𝐵𝐵 ∙  (1 − 𝑠𝑠)     2.2 
Veličina s je stínící faktor, který jemně závisí na chemickém složení analyzované 
látky. Změna efektivního magnetického pole způsobuje ve spektru NMR signálu chemický 
posun frekvence. Vzájemnou interakcí jader sousedních atomů zprostředkovanou valenčními 
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elektrony je způsobeno rozštěpení rezonančních maxim  studovaných jader na 2 - 4 linie 
vzdálené zhruba o 20 Hz. Dochází k multiplicitě signálu. Detailní analýzou frekvencí, intenzit 
a multiplicit v NMR spektru lze získat informace o chemickém složení a struktuře látek. 
Pro analýzu NMR se využívá Fourierova transformace. Čím vyšší je magnetické pole 
a frekvence stimulačního signálu, tím vyšší je citlivost a rozlišení přístroje. NMR 
spektroskopie poskytuje informace o struktuře za použití roztoku, není třeba získávat krystaly. 
Metoda není vhodná pro příliš velké molekuly, protože s velkým počtem jader dochází 
k překryvu spekter. [15] [20] 
 
Obrázek 2.3: 13C NMR spektrum, poloha píků uhlíků je ovlivněna okolními atomy. 
Deuterovaný chloroform (CDCl3) je rozpouštědlo, (převzato z [21]) 
 
Obrázek 2.4: Srovnání RTG krystalografie (červeně) a NMR spektroskopie (zeleně) lidského 
proteinu thioredoxinu, (převzato z [22]) 
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2.3 Kryoelektronová mikroskopie 
Kryoelektronová mikroskopie je formou transmisní elektronové mikroskopie. Vzorek 
je studován při kryogenních teplotách, nejčastěji při teplotě kapalného dusíku (teploty nižší 
než -196 °C). Takto lze zkoumat např. komplexy ribozomů nebo tRNA. Vzorky jsou nejprve 
vloženy na mřížku pro měření. Ve zmrazeném a hydratovaném stavu jsou uchovány rychlým 
zmrazením, běžně v tekutém etanu. Větší vzorky jsou zmrazeny za vysokého tlaku a poté 
rozřezány na menší vrstvy (40 – 200 nm). Poté jsou vloženy na mřížku. Výhodou této metody 
je možnost zkoumat strukturní vlastnosti biologických vzorků v nativním a hydratovaném 
stavu. Nevýhodou je značný šum a nízký kontrast snímků, které je třeba dále zpracovat. [15] 
2.4 Cirkulární dichroismus (CD) 
Jedná se o typ absorpční spektroskopie, který pracuje s cirkulárně polarizovaným světlem. 
Rovinně polarizované světlo je štěpeno na dvě kruhově polarizované složky průchodem přes 
modulátor umístěný ve střídavém elektrickém poli. Po průchodu světla vzorkem se měří 
rozdíl mezi absorpcí levotočivě a pravotočivě kruhově polarizovaného světla. Tento rozdíl 
je způsoben asymetrií molekulárních struktur. Zejména asymetrický uhlík je opticky aktivní 
látka, která má jinou absorpci levotočivě a pravotočivě kruhově polarizovaného světla. Báze 
samy o sobě nevykazují signál CD. Cukerné zbytky v nukleotidech vyvolávají malý signál. 
Rozsáhlé CD signály vznikají spojováním bází do struktur. Jednotlivé struktury poskytují 
charakteristická spektra CD. Více se cirkulární dichroismus využívá pro zjištění struktury 
proteinů.  [15] [23] 
 
Obrázek 2.5: Pravotočivě cirkulárně polarizované světlo, šipky vyznačují směr a velikost 
vektoru elektrického pole, (převzato z [24])  
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3 METODY PREDIKCE SEKUNDÁRNÍ 
STRUKTURY RNA 
Sekundární struktura je důležitá pro funkci RNA, proto je snaha tuto strukturu zjišťovat 
a predikovat. Obecně platí několik principů spojených se stabilitou struktur. Párování bází 
zvyšuje stabilitu struktury, zatímco nespárované báze stabilitu snižují. Pokud se jedna z bází 
páru změní, obvykle se změní také druhá báze, aby pár zůstal zachován (kovariance). [25] 
3.1 Maximalizace počtu bázových párů 
Algoritmy založené na tomto principu se snaží nalézt ve vstupním řetězci RNA dvojice 
komplementárních bází tak, aby byl jejich počet co největší. Zároveň nesmí docházet 
ke křížení komplementárních dvojic, takže algoritmus nebere v úvahu pseudouzly 
(angl. pseudoknots). Není vhodné zkoušet všechny možnosti struktur a z nich vybírat 
tu nejstabilnější, protože s rostoucí délkou řetězce geometrickou řadou roste počet možných 
struktur. [25] 
3.1.1 Nussinov-Jacobson algoritmus 
Algoritmus je založený na maximalizaci spárovaných bází. Publikovaly ho v roce 1980 Ruth 
Nussinov a Ann B. Jacobson. Jedná se o poměrně jednoduchý dynamický algoritmus.  
 Skórovací matice M je rekurzivně plněna. Stačí vyplnit horní pravou polovinu matice. 
Na diagonále jsou samé nuly. V každé buňce matice je pak vybráno maximum ze čtyř 
možností: pár mezi bázemi (i,  j), pár mezi bázemi (i+1, j), párování bází (i, j-1), případně 
napojení části struktury na další část. [26] 
𝑀𝑀(𝑖𝑖, 𝑗𝑗) = max� 𝑀𝑀(𝑖𝑖+1,𝑗𝑗−1)+𝛿𝛿(𝑖𝑖,𝑗𝑗)𝑀𝑀(𝑖𝑖+1,𝑗𝑗)𝑀𝑀(𝑖𝑖, 𝑗𝑗 − 1) 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚[𝑀𝑀(𝑖𝑖,𝑘𝑘) + 𝑀𝑀(𝑘𝑘 + 1, 𝑗𝑗)] (𝑖𝑖 ≤ 𝑘𝑘 ≤ 𝑗𝑗)   3.1 
 
Hodnota δ (i, j) nabývá hodnot 0 a 1. Pokud jsou báze na pozicích i a j komplementární, platí: 
𝛿𝛿(𝑖𝑖 , 𝑗𝑗) = 1    3.2 
V ostatních případech, kdy báze nejsou komplementární, platí: 
𝛿𝛿(𝑖𝑖 , 𝑗𝑗) = 0    3.3 
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 Po naplnění matice je zpětnou rekonstrukcí z pravého horního rohu získána 
predikovaná struktura. Vždy je nutné vědět, která ze čtyř možností rovnice nahoře byla 
pro danou buňku vybrána. [26] 
 Časová náročnost algoritmu je n3. Jeho nevýhodou je přiřazování stejné váhy všem 
párům bází. Ve skutečnosti má pár C-G větší stabilitu než pár A-U. Algoritmus nepenalizuje 
smyčky, neshody ani další defekty. [25] 
3.2 Minimalizace volné energie 
Algoritmy založené na tomto principu vycházejí z faktu, že čím méně volné energie 
má struktura, tím je stabilnější. Proto se z možných sekundárních struktur snaží vybrat 
tu, jejíž volná energie je nejmenší. Ani tento přístup nebere v potaz pseudouzly. 
Z termodynamických experimentů se podařilo získat hodnoty volné energie pro některé běžné 
typy smyček, které se vyskytují ve strukturách RNA. [25] [27] 
3.2.1 Zukerův algoritmus 
Algoritmus pracuje s termodynamickými parametry získanými při 37 °C v 1M roztoku 
chloridu sodného. Pro každý element struktury je započten jeho vliv na volnou energii 
struktury G (Gibbsova volná energie). Gibbsova volná energie G systému je dána vztahem: 
G = U – TS    3.4 
U je entalpie, T je absolutní teplota a S je entropie. Většinou se měří spíše změna Gibbsovy 
energie ΔG. 
Navazující páry bází snižují volnou energii, zatímco nespárované báze ve formě 
smyček a vlásenek volnou energii zvyšují. Cílem je nalézt strukturu s minimální volnou 
energií. Jako možný pár bází je počítána také dvojice G-U, která neodpovídá komplementaritě 
bází podle Watsona a Cricka. [28] 
  
27 
 
Tabulka 3.1: Změny volné energie párových bází při 37 °C [kcal/mol] [29] [30] 
Pár bází Volná energie 
G – C -6,33 
A – U -1,14 
G – U -2,43 
 
 Tabulka 3.2: Změny volné energie pro mismatch bází při 37 °C [kcal/mol] [31] 
Mismatch Volná energie 
A – A +1,1 
A – C +0,6 
A – G -0,4 
C – C +1,1 
C – U +0,9 
G – G -1,8 
U – U -0,3 
 
Tabulka 3.3: Změny volné energie smyček při 37 °C [kcal/mol] [29] [30] 
Počet bází: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Vlásenka - - +4,7 +5,6 +5,6 +5,4 +5,9 +5,6 +6,4 - 
Vyboulená +3,8 +2,8 +3,2 +3,6 +4,0 +4,4 - - - - 
Vnitřní - - +4,5 +4,9 +5,3 +5,7 +5,9 +6,0 +6,1 +6,3 
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Algoritmus počítá dvě matice V a W. V(i, j) je celková volná energie pro subsekvenci, 
pokud jsou báze i a j pár bází, jinak má V(i, j) hodnotu nekonečno. W(i, j) obsahuje celkovou 
volnou energii subsekvence i až j. [32] 
 
𝑉𝑉(𝑖𝑖, 𝑗𝑗) = min� 𝐹𝐹𝐹𝐹(𝑖𝑖, 𝑗𝑗)[𝐹𝐹𝐹𝐹(𝑖𝑖, 𝑗𝑗,ℎ, 𝑘𝑘) + 𝑉𝑉(ℎ, 𝑘𝑘)] (𝑖𝑖 < ℎ < 𝑘𝑘 < 𝑗𝑗)min[𝑊𝑊(𝑖𝑖 + 1,𝑘𝑘) + 𝑊𝑊(𝑘𝑘 + 1, 𝑗𝑗 − 1)] (𝑖𝑖 + 1 < 𝑘𝑘 < 𝑗𝑗 − 1)   3.5 
 
V rovnici 3.5 FH (i, j) znamená energii vlásenky mezi nukleotidy i a j, FL (i, j) 
je energie následující struktury i, h, k, j. Následující struktura zde může být vnitřní smyčka, 
případně vyboulená smyčka. Poslední řádek rovnice charakterizuje rozvětvenou smyčku. 
Hodnoty změny volné energie smyček jsou uvedeny v tabulce 3.3. Vlásenky a vnitřní smyčky 
se vyskytují v minimálním počtu tří nukleotidů. Vyboulené smyčky mohou být 
i jednonukleotidové. Pro delší smyčky, pro které není uvedena tabulková hodnota, se skóre 
změny volné energie přepočítává podle vztahu: 
∆𝐺𝐺(𝑛𝑛) = ∆𝐺𝐺(𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚) + 1,75 ∙ 𝑅𝑅 ∙ 𝑇𝑇 ∙ 𝑙𝑙𝑛𝑛 𝑛𝑛
𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚
,                                                  3. 6 
kde n je velikost smyčky, jejíž změna volné energie je počítána, max je maximální v tabulce 
uvedená velikost smyčky, R=8,314472 K-1mol-1 je plynová konstanta 
a T=310,15 K je termodynamická teplota. [32] 
  
𝑊𝑊(𝑖𝑖, 𝑗𝑗) = min� 𝑊𝑊(𝑖𝑖+1,𝑗𝑗)𝑊𝑊(𝑖𝑖,𝑗𝑗−1)𝑉𝑉(𝑖𝑖, 𝑗𝑗)min[( 𝑖𝑖,𝑘𝑘) + 𝑊𝑊(𝑘𝑘 + 1, 𝑗𝑗)] (𝑖𝑖 < 𝑘𝑘 < 𝑗𝑗)      3.7 
  
Struktura s nejnižší energií je poté zjištěna zpětným trasováním v tabulkách. Celková 
volná energie struktury odpovídá hodnotě W (1, N), kde N je počet nukleotidů v sekvenci. 
Zukerův algoritmus je založen na principu dynamického programování. Časová náročnost 
je n3. Algoritmus je implementován v online dostupném softwaru mfold. Nevýhodou tohoto 
postupu je zanedbání pseudouzlů. [28]  
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3.3 Komparativní metody 
Metody pracující s jedinou sekvencí mají systematické limity. Termodynamické parametry 
jsou stanoveny pro in vitro podmínky. Ty se ale liší od in vivo podmínek, na které 
lze parametry extrapolovat. Extrapolací ovšem vznikají nepřesnosti. V sekvencích RNA 
se vyskytuje mnoho bází, které jsou různě chemicky modifikované. Příkladem takových 
modifikací jsou methylované báze. Metody využívající jednu sekvenci ale takové báze úplně 
ignorují. Proto snaha o zpřesnění výsledků vedla ke komparativním metodám. [33] 
Na rozdíl od předchozích přístupů, kde se pracovalo vždy pouze s jednou sekvencí 
RNA, komparativní metody srovnávají několik zarovnaných sekvencí od různých organismů 
se společným předkem. Existují tři možné přístupy ke komparativnímu zarovnání a vytvoření 
predikce sekundární struktury. Některé metody nejprve zarovnají sekvence, a poté predikují 
jejich sekundární strukturu. Jiné metody nejprve vytvoří struktur, a poté zarovnají sekvence. 
Poslední skupinu tvoří metody, které zarovnávají a určují sekundární strukturu současně. 
Komparativní metody určení sekundární struktury RNA jsou nejpřesnější. [28] 
3.3.1 RNAalifold 
Algoritmus implementuje Zukerovu dynamickou metodu nejmenší volné energie pro výpočet 
konsensuální struktury ze zarovnaných RNA sekvencí. Nejprve jsou sekvence zarovnány, 
poté se hledá sekundární struktura.  Povolené páry bází jsou G-C, AU, G-U. Je vypočítána 
matice průměrné energie E: 
 𝐸𝐸�𝑖𝑖𝑗𝑗 = �𝐸𝐸𝑖𝑖𝑗𝑗𝑘𝑘𝑁𝑁
𝑘𝑘
                                                                       3. 8 
N je počet zarovnaných sekvencí. Dále algoritmus počítá skórovací matici kovariance 
B. Pro její výpočet je zahrnuta penalizace za nekonzistentní sekvence. Pro výpočet struktury 
tedy neslouží jen termodynamické parametry. Při zpětném procházení je hledána 
konsensuální sekvence s optimální sumou skóre průměrné energie a kovariance (𝐸𝐸�𝑖𝑖𝑗𝑗 + 𝐵𝐵𝑖𝑖𝑗𝑗). 
[33] 
 Algoritmus je efektivní. Jeho časová náročnost je N∙n2 + n3, kde N je počet sekvencí 
a n je délka jedné sekvence. Algoritmus se používá pro velké soubory dat. [33] 
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3.3.2 Pfold 
Tato metoda kombinuje evoluční model RNA sekvencí s pravděpodobnostním modelem 
sekundárních struktur. Vytvoří zarovnání sekvencí a poskytne jednu společnou predikci 
pro všechny zarovnané sekvence.  [33] 
 Algoritmus využívá „stochastic context-free grammar” (SCFG), která vytváří 
předrozdělení pravděpodobností RNA struktur. Parametry SCFG jsou přímo odvozeny 
z frekvencí různých vlastností pozorovaných v databázi RNA struktur, čímž se liší 
od termodynamických parametrů metod s minimalizací volné energie, které byly získány 
experimentálně. Nejprve je sada sekvencí zarovnána a je vytvořen fylogenetický strom. 
Finální pravděpodobnostní model je vytvořen algoritmem spojujícím SCFG a zarovnání 
sekvencí. Algoritmus je efektivní a rychlý, je vhodný pro velké soubory příbuzných sekvencí.  
[33] 
 
Obrázek 3.1: Definice pravidel SCFG pro predikci sekundární struktury RNA 
(převzato z [34]) 
 
3.3.3 ILM 
ILM je zkratka pro iterated look matching, což znamená iterační přiřazování smyček. 
Jako jedna z mála komparativních metod umožňuje vznik struktur s pseudouzly. Využívá 
kombinaci termodynamického skóre a skóre společného obsahu sekvencí pro vytvoření 
sekundární struktury. Algoritmus generuje všechny možné vnitřní smyčky v sekvenci. Ty jsou 
poté ohodnoceny podle kombinace skóre. Je vybrána vnitřní smyčka s největším skóre. Skóre 
je následně přepočítáno a smyčky, které kolidují s vybranou smyčkou, jsou smazány. Opět 
je vybrána smyčka s největším skóre a postup je opakován tak dlouho, dokud nezůstanou 
žádné smyčky. [33] 
 Algoritmus jé méně přesný než Alifold a Pfold na souborech velice podobných 
sekvencí. Má ale lepší výsledky pro sekvence středně podobných sekvencí. Protože 
algoritmus umožňuje také pseudouzly, zvyšuje se tím celkový počet možných struktur, 
ze kterých je vybírána jediná celková sekundární struktura. [33] 
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3.3.4 Sankoff  
Sankoff je přístup využívající dynamické programování k získání společného listu párů bází 
s maximální sumou vah párů bází. Spojuje přístup Nussinov-Jacobson se zarovnáním 
sekvencí. Sankoff patří mezi metody, které zarovnávají sekvence a vytvářejí struktury 
zároveň.  [33] 
Implementace plného algoritmu Sankoff je příliš výpočetně náročná: časová náročnost 
je O (n3m) a paměťová náročnost O (n2m). Proto se prakticky nevyužívá. Pro praktické použití 
byly implementovány tři omezené verze algoritmu Sankoff: Foldalign, Dynalign a PMcomp. 
S podobným přístupem pracuje také algoritmus Carnac. [33]  
3.3.5 Foldalign 
Tento algoritmus lze charakterizovat jako kombinaci lokálního zarovnání a  hledání 
maximálního počtu párů bází. Používá shlukové a konsenzuální heuristiky k vytvoření 
zarovnání sekvencí z porovnávání párů. Algoritmus není vhodný pro hledání složitých 
struktur, protože neumožňuje bifurkační struktury. Byl navržen specificky pro hledání 
krátkých regulačních motivů, například IRE. Tyto motivy neobsahují bifurkace, proto 
pro ně algoritmus dostačuje. Omezení délky sekvence a zakázání bifurkací zkracuje časovou 
náročnost algoritmu na O (n4N), kde n je délka sekvence a N je počet sekvencí. [33] 
3.3.6 Dynalign 
Algoritmus Dynalign je párovou implementací algoritmu Sankoff. Algoritmus používá 
energetický model k nalezení společné struktury s nízkou energií a zároveň zarovnává 
dvě příbuzné sekvence. Není vhodný pro zpracování velkého množství sekvencí, protože 
pracuje vždy jen se dvěma sekvencemi zaráz. V algoritmu je omezena maximální velikost 
vnitřní smyčky. Algoritmus je i přes omezení oproti Sankoff výpočetně náročný, není 
pro to vhodný pro příliš dlouhé sekvence. [33] 
3.3.7 Carnac 
Tento algoritmus využívá podobný přístup jako Sankoff, ale nejedná se o jeho přímou 
implementaci. Carnac využívá sadu filtrů, přes které prochází sada sekvencí. V příbuzných 
sekvencích jsou vyhledávány smyčky. Zároveň jsou rozpoznány oblasti s vysokou 
podobností, tzv. „kotevní body“.  S kotevními body a s informacemi o kovarianci pracuje 
dynamický program, který vybírá smyčky do struktury. Carnac je mimořádně selektivní 
ve výběru párů bází. Predikce celkových struktur je však slabší. [33] 
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3.3.8 MARNA 
MARNA má jiný přístup než předchozí algoritmy. Nejprve vytváří strukturu a poté zarovnává 
sekvence. Algoritmus určuje váhy hran mezi nukleotidy v párech. Váhy vyjadřují strukturně 
rozšířené sekvenční podobnosti. Po zjištění vah hran je sada příbuzných sekvencí zarovnána. 
Metoda využívá tzv. t-coffee pro vícenásobné zarovnání. Zarovnání sekvencí je ovlivněno 
předpokládanou strukturou. Algoritmus je méně závislý na přesnosti vstupních struktur, proto 
je vhodný i  pro méně příbuzné sady sekvencí. [33] 
MARNA byl také veřejně dostupný server pro určení konsensuální sekvence 
a konsensuální struktury pracující s metodou MARNA. Od roku 2005 je  nahrazen serverem 
LocArna. [33] 
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4 VEŘEJNĚ DOSTUPNÉ NÁSTROJE 
PRO PREDIKCI SEKUNDÁRNÍ 
STRUKTURY RNA 
4.1 Formát FASTA 
Název tohoto formátu je odvozen od programu FASTA. Jedná se o nejpoužívanější formát 
pro práci s nukleotidovými i aminokyselinovými sekvencemi. FASTA je textový soubor, 
který je možno vytvořit v jakémkoliv textovém editoru. [35] 
První řádek vždy začíná znakem >, a za ním následuje hlavička. Ta obsahuje název 
sekvence, anotaci, případně další údaje, které nejsou součástí sekvence. První skupina znaků 
hlavičky po mezeru tvoří identifikátor sekvence, nejčastěji název genu či klonu. Délka 
prvního řádku není formálně omezena, ale není doporučeno psát dlouhou hlavičku. 
Pro většinou programů je bezpečná délka do 255 znaků. Na dalších řádcích následuje 
sekvence. Některé programy tolerují v sekvenci mezery i číslice, ale obecně je sekvence 
bez mezer a cizích znaků. [35] 
FASTA umožňuje spojit několik sekvencí do jednoho souboru. To je výhodné 
například pro současný import sekvencí do programů pro následné zpracování. Mezi 
sekvencemi se toleruje prázdný řádek, ale není nezbytný. Spojované sekvence musí být 
stejného typu, nukleotidové nebo aminokyselinové. FASTA totiž neumožňuje specifikovat 
typ sekvence v rámci jednoho souboru. [35] 
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4.2 Mfold web server 
Webový server Mfold vytvořili Michael Zuker a Nick Markham. Je implementací Zukerovy 
metody predikce sekundární struktury RNA. Snaží se vytvořit energeticky optimální model 
minimalizací volné energie. Prostřednictvím webového formuláře (na Obrázku 4.1) je zadáno 
jméno sekvence a samotná sekvence nukleotidů ve formátu FASTA. Sekvence musí 
obsahovat pouze znaky A, C, G, U a N. [36] 
Ve formuláři je možno zadat, zda se jedná o lineární nebo cyklickou sekvenci, stanovit 
maximální počet vypočítaných skládání, maximální velikost a asymetrii smyček a maximální 
vzdálenost mezi spárovanými bázemi. Teplota je fixně nastavena na 37 °C, prostředí je také 
fixní – 1M roztok NaCl. Výstupem je obvykle více struktur s nejlepšími výsledky a informace 
o termodynamice těchto struktur, které lze zobrazit v mnoha formátech. Nástupcem mfoldu 
je software UNAFold od stejných autorů. [36] 
 
 
Obrázek 4.1: Rozhraní webového serveru mfold 
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4.3 RNAfold WebServer 
RNAfold je online nástroj pro predikci sekundární struktury vytvořený univerzitou  ve Vídni. 
Sekvenci lze zapsat přímo nebo je možné vložit FASTA soubor (viz webový formulář 
na Obrázku 4.2). Dále je na výběr mezi algoritmem založeném na minimální volné energii 
a algoritmem s minimální volnou energií a funkcí rozdělení. Maximální délka sekvence 
pro první metodu je 10 000 nukleotidů, pro druhou variantu pak 7 500 nukleotidů. Uživatel 
může také zakázat páry G-U na konci šroubovic a omezit osamocené páry bází. [37] 
RNAfold dokáže extrapolovat termodynamické parametry na jinou teplotu, 
než je standardní teplota 37 °C. Čím více se však teplota liší od standardní teploty, tím jsou 
přepočtené parametry nepřesnější.  Výstupem programu je jediná graficky znázorněná 
struktura a informace o její termodynamice. [37] 
 
 
Obrázek 4.2: Rozhraní webového serveru RNAfold 
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4.4 Sfold 
Sfold je software  pro statistické skládání nukleových kyselin a studium regulačních RNA. 
Je založen na patentově chráněných algoritmech, které vyvinuli Ding a Lawrence. Nabízí 
několik aplikačních modulů podle požadavků a druhu nukleových kyselin. Pro statistické 
skládání RNA slouží modul Srna (viz Obrázek 4.3). [38] 
 Zadává se jméno sekvence a samotná sekvence. Výhodou oproti ostatním 
je, že umožňuje i FASTA a GenBank formáty, případně lze sekvence vložit ze souboru. 
Pokud se však v sekvenci vyskytují jiné znaky než A, C, G, U a N, jsou tyto znaky mazány. 
Dále je možné zvolit maximální vzdálenost mezi dvěma spárovanými bázemi. Teplota 
a prostředí jsou fixně nastaveny na 37 °C a 1M roztok NaCl. Algoritmus pro skládání RNA 
generuje statistický vzorek sekundárních struktur, které jsou distribuovány podle 
Boltzmannova rozdělení. Sfold neumožňuje páry G-U. [38] 
 
 
Obrázek 4.3: Rozhraní webového serveru Sfold, modul Srna pro skládání RNA 
37 
 
4.5 Srovnání výsledků mfold, RNAfold a Sfold 
4.5.1 Trna 5 – escherichia coli 
 
 
Obrázek 4.4: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) 
 
Obrázek 4.5: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -25,70 kcal/mol 
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Obrázek 4.6: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -23,60 kcal/mol 
 
Obrázek 4.7: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -28,50 kcal/mol   
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4.5.2 HIV 1 RNA 
 
Obrázek 4.8: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) 
 
 
Obrázek 4.9: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -8,70 kcal/mol  
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Obrázek 4.10: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -8,80 kcal/mol  
 
Obrázek 4.11: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -8,70 kcal/mol 
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4.5.3 rRNA – kladivový ribozym (neznámý organismus) 
 
Obrázek 4.12: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) 
 
Obrázek 4.13: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -12,20 kcal/mol 
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Obrázek 4.14: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -10,60 kcal/mol 
 
Obrázek 4.15: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -12,20 kcal/mol 
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4.5.4 tRNA 2 - SACCHAROMYCES CEREVISAE 
 
Obrázek 4.16: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) 
 
Obrázek 4.17: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -22,30 kcal/mol 
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Obrázek 4.18: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -21,40 kcal/mol 
 
Obrázek 4.19: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -126,30 kcal/mol 
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4.5.5 5S rRNA – doména s vlásenkou (neznámý organismus) 
 
Obrázek 4.20: Sekundární struktura získaná RTG krystalografií, (převzato z [38]) 
 
Obrázek 4.21: Predikovaná sekundární struktura – mfold, ΔG= -57,40 kcal/mol 
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Obrázek 4.22: Predikovaná sekundární struktura – RNAfold, ΔG= -13,20  kcal/mol 
 
Obrázek 4.23: Predikovaná sekundární struktura – Sfold, ΔG= -14,90 kcal/mol 
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4.6 Vyhodnocení programů 
Všechny programy byly srovnány pro pět sekvencí se známou sekundární strukturou, 
zjištěnou pomocí RTG krystalografie. Pro hledání takových sekvencí byla použita databáze 
RNA STRAND: the RNA secondary structure and statistical analysis databaze. Databáze 
obsahuje sekundární struktury všech druhů RNA od jakýchkoliv organismů. Jejím cílem 
je zahrnovat veškeré sekundární struktury všech RNA, v současnosti obsahuje 4666 
sekundárních struktur. V databázi je u každé položky uvedeno ID, název molekuly nebo 
komplexu, z nichž pochází, a také zda je sekundární struktura ověřena pomocí RTG 
krystalografie nebo NMR spektroskopie.  
Výstupem vždy byl graf předpokládané sekundární struktury a hodnota minimální 
volné energie. Všechny uvedené programy používají metody založené na minimalizaci volné 
energie. Sfold navíc využívá statistické modely podle Boltzmannova rozdělení.  
Programy Sfold a mfold měli ve všech případech stejné hodnoty minimální volné 
energie. Přesto většinou navrhované sekundární struktury nebyly totožné. Jediný případ, 
ve kterém se tyto dvě metody shodly, bylo HIV 1 RNA. Srovnání všech hodnot minimálních 
volných energií je uvedeno v Tabulka 4.1. 
Nejvíce shody metod se skutečností bylo dosaženo v případě sekvencí HIV 1 RNA 
a domény 5S rRNA. To souvisí také s délkou těchto sekvencí, protože čím kratší sekvence 
je, tím méně struktur může tvořit. Naopak u delších a komplikovanějších sekvencí typu tRNA 
se predikce výrazně lišily od skutečné struktury i mezi sebou navzájem. Program Sfold měl 
jako jediný nesprávně určenou strukturu u domény 5S rRNA. To je způsobeno tím, 
že neumožňuje páry G-U, které se v této struktuře vyskytují. 
 
Tabulka 4.1: Hodnoty volných energií struktur RNA pro různé metody [kcal/mol] 
 mfold RNAfold Sfold 
tRNA 5 -25,70 -23,60 -28,50 
HIV 1 RNA -8,70 -8,80 -8,70 
rRNA -12,20 -10,60 -12,20 
tRNA 2 -22,30 -21,40 -22,30 
5S rRNA -14,90 -13,20 -14,90 
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5 POPIS REALIZOVANÉHO ŘEŠENÍ 
ALGORITMEM PODLE ZUKERA 
 
5.1 Pseudokód 
Inicializace 
Načti sekvenci S 
trna <- 1, pokud je sekvence S tRNA 
trna <- 0, pokud je sekvence S jiný typ RNA 
n <- délka S 
% pomocné matice P a L pro zpětné procházení a určování 
% sekundární struktury 
P <-matice o velikosti n x n, hodnota -100  
L <-matice o velikosti n x n x 2, naplň ji 0 
% skórovací matice V a W  
V <-matice o velikosti n x n, naplň ji 1 000 000 
W <-matice o velikosti n x n, naplň ji 0 
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Funkce [Vhodnota, Lhodnota1, Lhodnota2] = výpočetV(S,i,j,V,W) 
% vypočítá skórovací matici V 
        if S(i) a S(j) se párují 
            Vhodnota <- FH(i,j)   
            Lhodnota1 <- i, Lhodnota2 <- j 
            for k od i+1 do j-5 
                s <- 4 
                while k+s < j 
                       ii <- k 
                       jj <- k+s 
                       E2 <- FL(i,ii,jj,j) + V(ii,jj) 
                       if E2 < Vhodnota 
                          Lhodnota1 <- i, Lhodnota2 <- j 
                          Vhodnota <- FL(i,ii,jj,j) + V(ii,jj)  
                       End(if) 
                  S <- s+1 
                  End(while) 
              End(for) 
 
            for m od i+5 do j-5  
               E3 <- W(i,m) + W(m+1,j) 
               if E3 < Vhodnota 
                  Vhodnota <- E3 
                  Lhodnota1 <- m, Lhodnota2 <- m 
                End(if) 
             End(for) 
 
         else S(i) a S(j) se nepárují 
             Vhodnota <- 1 000 000  
             Lhodnota1 <- 0, Lhodnota2 <- 0 
         End(if) 
 
Return Vhodnota, Lhodnota1, Lhodnota2 
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Funkce [Whodnota, Phodnota] = výpočetW(S, i, j, V, W)  
% vypočítá skórovací matici W 
      if S(i) a S(j) se párují 
           Whodnota <- V(i, j) 
           Phodnota <- -1 
      else 
           Whodnota <- W(i+1, j) 
           Phodnota <- -50 
 
           W2 <- W(i, j-1) 
           if W2 < Whodnota 
              Whodnota <- W2 
              Phodnota <- -50 
           End(if) 
 
         for k od i+4 do j-4 
             W3 <- W(i,k) + W(k+1,j) 
             if W3 < Whodnota 
                Whodnota <- W3 
                Phodnota <- k 
             End(if) 
          End(for) 
       End(if) 
 
 
Return Whodnota, Phodnota 
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Funkce Souřadnice párů = zprocházení (V, P, L, trna) 
% určí souřadnice párujících se bází podle vypočítaného skóre 
m x n <- velikost V 
if trna = 1 
   t <- 4 
else 
   t <- 0 
End(if)  
for index <- od m-t do 1 
    x, pozice <- najdi minimum v sloupci index matice V 
     if P(pozice, index) == -1 a zároveň L(pozice, index,:)≠ 0 
 
        if x < 1000 000 
 
        Souřadnice párů <- přidej souřadnici pozice, index 
        V <- přiřaď celému sloupci index hodnotu 1 000 000 
        V <- přiřaď celému řádku pozice hodnotu 1 000 000 
 
        End(if) 
 
      End(if) 
 
End(for) 
 
Return Souřadnice párů 
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Hlavní program, který volá funkce 
 
Inicializace 
%První procházení pro subsekvence o délce 5 nukleotidů 
for a <- od 1 do n-4 
    i <- a 
    j <- a+4 
    if S(i) a S(j) se párují 
       V(i,j) <- přiřaď odpovídající skóre 
       P(i,j) <- přiřaď hodnotu -1 
       L(i,j,1) <- přiřaď hodnotu i 
       L(i,j,2) <- přiřaď hodnotu j 
    else  
       P(i,j) <- přiřaď hodnotu -50 
    End(if) 
End(for) 
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% Procházení sekvence pro delší subsekvence – volání funkcí 
% výpočetV a výpočetW 
for M od 5 do n-1 
    for I od 1 do n-M 
        J <- I+M 
         If P(I,J) = -100 
            Vhodnota,L1,L2 <- výpočetV (S, I, J, V, W) 
            V(I,J)<- přiřaď hodnotu Vhodnota 
            L(I, J, 1) <- přiřaď hodnotu L1 
            L(I, J, 2) <- přiřaď hodnotu L2 
            Whodnota,Phodnota <- výpočetW (S, I, J, V, W) 
            W(I,J)<- přiřaď hodnotu Whodnota 
            P(I, J) <- přiřaď hodnotu Phodnota 
         End(if) 
    End(for) 
End(for) 
% Zpětné procházení skórovacích matic a hledání párů bází, 
%volání funkce zprocházení 
Souřadnice párů <- zprocházení(V, P, L, trna) 
Vypiš Souřadnice párů 
Vypiš celkovou volnou energii sekvence 
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5.2 Vývojový diagram 
 
Obrázek 5.1: Vývojový diagram - funkce v pro výpočet matice V 
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Obrázek 5.2: Vývojový diagram - funkce w pro výpočet matice W 
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Obrázek 5.3: Vývojový diagram – Zpětné procházení matic 
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Obrázek 5.4: Vývojový diagram – hlavní program 
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6 SROVNÁNÍ VÝSLEDKŮ 
V této kapitole jsou uvedeny výsledky vytvořeného programu, který byl implementován 
v prostředí Matlab podle výše uvedených vývojových diagramů a pseudokódů. Zároveň 
jsou porovnány s veřejně dostupnými programy a také se skutečnou strukturou RNA 
ověřenou pomocí magnetické rezonance nebo RTG krystalografie. Výstupem vlastního 
návrhu programu není grafický výsledek, ale pouze seznam párů bází. Grafické výsledky byly 
podle seznamu párů bází vytvořeny dodatečně, aby bylo možné porovnat výsledky s ostatními 
metodami také vizuálně.  Z toho důvodu byly pro testování vybírány především kratší 
sekvence RNA.  
6.1 Volné energie struktur 
První srovnávaný parametr je volná energie vypočítané struktury. Tento parametr srovnává 
pouze metody mezi sebou. Databáze RNA STRAND neuvádí laboratorně zjištěné hodnoty 
volných energií struktur. Srovnání všech metod je uvedeno v tabulce. Program, vytvořený 
jako součást této diplomové práce, je pojmenován ProgramRNA. 
 
Tabulka 6.1: Srovnání hodnot volných energií porovnávaných metod [kcal/mol] 
 mfold RNAfold Sfold ProgramRNA 
tRNA 5 -25,70 -23,60 -28,50 -30,36 
HIV 1 RNA -8,70 -8,80 -8,70 -9,05 
rRNA -12,20 -10,60 -12,20 -15,63 
tRNA 2 -22,30 -21,40 -22,30 -27,29 
5S rRNA -14,90 -13,20 -14,90 -12,41 
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6.2 Shoda párů bází 
Tabulka 6.2: Shoda párů bází sekvence tRNA 05 mezi programy a originální strukturou [%] 
 originál mfold RNAfold Sfold ProgramRNA 
originál  50,00 66,67 50,00 25,93 
mfold   68,42 33,33 38,10 
RNAfold    52,38 38,10 
Sfold     33,33 
ProgramRNA      
 
Tabulka 6.3: Shoda párů bází sekvence HIV 1 RNA mezi programy a originální strukturou 
[%] 
 originál mfold RNAfold Sfold ProgramRNA 
originál  
88,89 88,89 88,89 44,44 
mfold   
100,00 100,00 50,00 
RNAfold    
100,00 50,00 
Sfold     
50,00 
ProgramRNA      
 
Tabulka 6.4: Shoda párů bází sekvence rRNA mezi programy a originální strukturou [%] 
 originál mfold RNAfold Sfold ProgramRNA 
originál  
57,89 21,05 57,89 36,84 
mfold   
36,36 100,00 63,64 
RNAfold    
36,36 20,00 
Sfold     
63,64 
ProgramRNA      
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Tabulka 6.5: Shoda párů bází sekvence tRNA 2 mezi programy a originální strukturou [%] 
 originál mfold RNAfold Sfold ProgramRNA 
originál  
45,45 31,82 45,45 18,18 
mfold   
52,00 92,00 16,00 
RNAfold    
50,00 18,18 
Sfold     
16,67 
ProgramRNA      
 
Tabulka 6.6: Shoda párů bází sekvence domény 5S rRNA mezi programy a originální 
strukturou [%] 
 originál mfold RNAfold Sfold ProgramRNA 
originál  
87,50 87,50 62,50 87,50 
mfold   
100,00 75,00 100,00 
RNAfold    
75,00 100,00 
Sfold     
75,00 
ProgramRNA      
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Tabulka 6.7: Průměrná shoda párů bází mezi metodami [%]  
 originál mfold RNAfold Sfold ProgramRNA 
originál  
65,95 59,19 60,95 42,58 
mfold   
71,36 80,07 53,55 
RNAfold    
62,75 45,26 
Sfold     
38,64 
ProgramRNA      
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6.3 Grafické znázornění 
6.3.1 tRNA 5 
 
Obrázek 6.1: Sekundární struktura tRNA 5 – výsledek ProgramRNA 
6.3.2 HIV 1 RNA 
 
Obrázek 6.2: Sekundární struktura HIV 1 RNA – výsledek ProgramRNA 
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6.3.3 rRNA – kladivový ribozom 
 
Obrázek 6.3: Sekundární struktura rRNA  – výsledek ProgramRNA 
 
6.3.4 tRNA 2 
 
 
Obrázek 6.4: Sekundární struktura tRNA 2 – výsledek ProgramRNA 
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6.3.5 5S rRNA doména 
 
Obrázek 6.5: Sekundární struktura 5S rRNA domény – výsledek ProgramRNA   
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7 ZÁVĚR 
Úkolem teoretické části diplomové práce byla literární rešerše a teoretické zpracování 
problematiky predikce sekundární struktury RNA. V kapitole jedna jsou uvedeny typy RNA  
a jejich význam a funkce v živých organismech. V druhé kapitole jsou popsány metody 
laboratorního zjišťování sekundární struktury RNA. Největší význam v zjišťování sekundární 
struktury ribonukleových kyselin mají především spektroskopie pomocí nukleární magnetické 
rezonance a rentgenová krystalografie. V další kapitole jsou uvedeny a popsány hlavní 
principy a metody počítačové predikce sekundární struktury RNA.  
V praktické části diplomové práce, která začíná kapitolou čtyři, byly vyzkoušeny 
a porovnány tři veřejně dostupné programy pro predikci sekundární struktury RNA – mfold, 
RNAfold a Sfold. Programy byly vyzkoušeny na sadě testovacích sekvencí, u kterých byla 
laboratorně zjištěna přesná sekundární struktura. Testovací sekvence byly získány z databáze 
RNA STRAND. 
Dalším úkolem práce byl návrh a realizace vlastního nebo vybraného postupu predikce 
sekundární struktury RNA. Byla vybrána metoda minimalizace volné energie podle biologa 
Michaela Zukera. Způsob řešení je přesněji popsán pseudokódy a vývojovými diagramy 
v kapitole pět. Tato metoda byla implementována v prostředí Matlab. Výstupem programu 
je výpis párů bází a hodnota celkové volné energie struktury. Algoritmus byl následně 
otestován na stejných RNA sekvencích, na kterých byly porovnávány veřejně dostupné 
programy. Výsledky byly také srovnány s programy a s výstupy RTG krystalografie. 
Výsledky jsou uvedeny v kapitole šest.  
Srovnání programů bylo provedeno na základě tří parametrů. Prvním parametrem byla 
celková volná energie struktury, kterou program vypočítal. Tento parametr dosahoval u všech 
programů podobných hodnot. Mfold a Sfold dosahoval dokonce stejných hodnot. Realizovaný 
program ProgramRNA se od ostatních mírně liší, většinou dosahoval nižší hodnoty, 
tedy o něco lepšího výsledku.  
Druhým srovnávacím parametrem byl poměr stejných párů bází mezi dvěma 
strukturami. Tento poměr byl získán dělením shodných párů bází celkovým počtem párů bází 
a je uveden v procentech. Parametr byl zjišťován pro všechny testovací sekvence a následně 
byla určena průměrná shoda párů bází mezi programy a originálem i mezi programy 
navzájem. Největší shodu 65,95 % párů bází se skutečnou strukturou sekvence má mfold. 
Nejmenší shodu párů bází s originálem má ProgramRNA, a to 42,58 %. Maximální shodu 
mezi sebou dosahovaly programy mfold a Sfold, které měly shodu 80,07 %.  
Poslední porovnávací parametr je grafické znázornění struktury. To umožňuje vizuální 
porovnání struktur. Protože program ProgramRNA nemá grafický výstup, bylo grafické 
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znázornění vytvořeno dodatečně podle souřadnic párů bází. Vizuální srovnání nejlépe 
vystihuje fakt viditelný také z procentuální shody párů bází, tedy že ProgramRNA dosahuje 
nejlepších výsledků pro kratší, jednodušší sekvence. Pro doménu 5S rRNA spočítal přesnou 
strukturu, pro sekvenci HIV 1 RNA je struktura téměř odpovídající realitě. Naopak 
pro dlouhé sekvence, které obsahují složitá větvení, má ProgramRNA malou shodu. 
Příkladem takových sekvencí jsou sekvence tRNA 5 a tRNA 2.  
ProgramRNA má pro kratší sekvence, zhruba do délky sta nukleotidů, časovou 
náročnost v řádech sekund. S rostoucí délkou sekvence se však časová náročnost algoritmu 
zvyšuje. Například pro sekvence dlouhé 350  nukleotidů už časová náročnost dosahuje řádu 
desítek minut na procesoru Intel Core i3.  
Zadání diplomové práce bylo splněno. Potvrdilo se však, že predikovat správnou 
sekundární strukturu pro sekvenci RNA je náročné. Je to způsobeno zejména velkým 
množstvím možných struktur, které může sekvence tvořit. Množství těchto struktur roste 
s délkou sekvence. Algoritmus lze rozšířit o grafický výstup a uživatelské rozhraní. Také 
lze dále pracovat se zpětným procházením tak, aby se zvýšila přesnost predikce. 
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SEZNAM ZKRATEK 
 
RNA ribonukleová kyselina 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
A adenin 
C cytosin 
G guanin 
U uracil 
NMR nukleární magnetická rezonance 
CD cirkulární dichroismus 
SCFG stochastic context-free grammar 
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Příloha A: Seznam testovacích sekvencí 
 
tRNA 5 
>RNAtrna5 
UCCGUGAUAGUUUAAUGGUCAGAAUGGGCGCUUGUCxCGUGCCAGAUCGGGGx
UCAAUUCCCCGUCGCGGAGCCA 
HIV 1 RNA 
>  File PDB_00022.ct. RNA SSTRAND database. External source: RCSB Protein Data Bank 
1BVJ, number of molecules: 1. The secondary structure annotation was obtained with 
RNAview. 
GGCGACGGUGUAAAAAUCUCGCC 
rRNA – kladivový ribozom 
>  File PDB_00239.ct. RNA SSTRAND database. External source: RCSB Protein Data Bank 
299D, number of molecules: 2. The secondary structure annotation was obtained with 
RNAview. 
GUGGUCUGAUGAGGCCGGCCGAAACUCGUAAGAGUCACCAC 
tRNA 2 
>  File PDB_00222.ct. RNA SSTRAND database. External source: RCSB Protein Data Bank 
1TN2, number of molecules: 1. The secondary structure annotation was obtained with 
RNAview. 
GCGGAUUUAGCUCAGUUGGGAGAGCGCCAGACUGAAGAPCUGGAGGUCCUGUG
UPCGAUCCACAGAAUUCGCACCA 
5S rRNA doména 
>  File PDB_00252.ct. RNA SSTRAND database. External source: RCSB Protein Data Bank 
361D, number of molecules: 2. The secondary structure annotation was obtained with 
RNAview. 
CUGGGCGGGCGACCGCCUGG 
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Příloha B: Výpisy párů bází z programu ProgramRNA 
Tabulka B.1: Sekvence 1 – tRNA 5 
ProgramRNA 
1 71 
2 70 
3 69 
4 68 
5 67 
6 66 
7 65 
8 64 
10 63 
17 62 
18 61 
22 60 
23 59 
24 58 
25 57 
33 56 
34 55 
39 54 
40 52 
42 51 
43 50 
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Tabulka B.2: Sekvence 2 – HIV 1 RNA 
ProgramRNA 
1 23 
2 22 
3 21 
4 20 
7 19 
8 18 
10 17 
11 16 
 
Tabulka B.3: Sekvence 3 – rRNA – kladivový ribozym 
ProgramRNA 
1 41 
2 40 
3 39 
4 38 
5 37 
13 36 
14 35 
15 34 
26 33 
27 32 
 
  
75 
 
Tabulka B.4: Sekvence 4 – tRNA 2 
Program RNA 
1 72 
2 71 
3 70 
4 69 
10 68 
12 67 
16 66 
17 65 
33 64 
37 63 
41 62 
42 61 
45 60 
46 59 
47 58 
48 57 
51 56 
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Tabulka B.5: Sekvence 5 – 5S rRNA doména 
ProgramRNA 
1 20 
2 19 
3 18 
4 17 
5 16 
6 15 
7 14 
8 13 
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Příloha C: Popis programů 
• Main.m – hlavní program, který volá funkce vypocetV.m, vypocetW.m 
a zprochazeni.m. Vstupem je název sekvence a informace, zda se jedná o tRNA, 
výstupem je celková energie struktury a výpis párů bází. 
• vypocetV.m – funkce pro naplnění skórovací matice V. Vstupem funkce je sekvence, 
indexy i a j, matice V a W. Výstupem je hodnota V na pozici i, j, a dále hodnoty i, j, 1 
a i, j, 2 pomocné matice L. 
• vypocetW.m – funkce pro naplnění skórovací matice W. Vstupem funkce je sekvence, 
indexy i a j, matice V a W. Výstupem funkce je hodnota W na pozici i, j, dále pak 
hodnota pomocné matice P na pozici i, j. 
• zprochazeni.m – funkce prochází skórovací matice a hledá páry bází. Vstupem jsou 
matice V, P, L a proměnná trna. Výstupem je matice Par obsahující všechny páry bází 
v sekvenci. 
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Příloha D: Obsah přiloženého CD 
• Marketa_Klimova__DP.pdf – text diplomové práce. 
• Sekvence – složka obsahuje všechny testované sekvence ve formátu FASTA 
• Programy – složka obsahuje programy main.m, vypocetV.m, vypocetW.m, 
zprochazeni.m. 
• Tabulky – složka obsahuje excelovské tabulky. Soubor Páry_bází.xlsx obsahuje 
výpisy párů bází všech programů i laboratorně ověřené páry bází pro testované 
sekvence. Dále složka obsahuje tabulky s hodnotami skórovacích matic V a W 
a pomocných matic P a L pro všechny testovací sekvence. 
 
